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軽油ともに 2005年 1月 1日よりゼロ硫黄分燃料の導入を開始し、ガソリンについては 2011年
から完全に切り換え、軽油についての切り換え時期は不確定要素が多いとしながらも今後の調
査に基づいて決定するとしている。日本においても、この世界的な傾向を鑑みて、遠くない将




  原油はその産地によって硫黄含有量が異なるが、平均値として約 1.13 %となる(1)。同様に、
原油中に含まれる硫黄化合物の割合も産地によって異なる。原油中に含まれる代表的な硫黄 
 
Table 1.1  Transition of sulfur regulation in light gas oil. 
          
Year   Sulfur level  (ppm)   
  Japan EU USA   
1993 - 3,000  500  
1996 2,000  500 -  
1997  500 - -  
2000 -  350 -  
2005   50  50 -  
2006 - -   15   




ける硫黄成分の割合を Fig. 1.1に示す。高沸点留分ほど benzothiophene (BT)や dibenzothiophene 
(DBT)などの thiophene 類の比率が高くなる。これらの留分はその後の水素化脱硫により除去さ
れる。Fig. 1.2に現行規制値である 500 ppm以下に深度脱硫した軽油における硫黄化合物の割合
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Fig. 1.2  Organic sulfur compounds in LGO samples. 
 
Fig. 1.3  GC-AED chromatograms of organic sulfur compounds in HDS-LGO. 



































 現在、日本国内の製油所において年間原油処理量の 19 %に相当する約 4800万 klの軽油が生



















ppmから 100 ppmに 2万バーレル/日の処理を行った場合をシミュレーションしている。これに




Table 1.2  Advantage of biodesulfurization from the viewpoint of life cycle assessment. 
  Amount of sul-
fur (wt. ppm) 
Process Amount of energy consump-
tion (109 kcal/y) 




Current <500 HDS 261 39,020 2,273 
Future <100  HDS* 353 44,107 2,958 
    BDS 22 10,330 2,466 
HDS:  Hydrodesulfurization 
HDS*:  Hydrodesulfurization process under more severe conditions than the current conditions. 










攻撃型経路として代表的なものは、Kodama 経路と呼ばれており(Fig. 1.4)、 芳香環の水酸化
(DBT? 1,2-dihydroxy DBT) 、 環 の 開 裂 、 水 溶 性 化 合 物 へ の 酸 化 (1,2-dihydroxy 
DBT? trans-4[2-(3-hydroxy)-2-benzo[b]thienyl]-2-oxo-3-butenoic acid? 3-hydroxy-2-formyl ben-
zothiophene)となどの反応を含むものである。現在までに P. aeruginosa(9)、P. stutzeri(10)、P. 




























Fig. 1.4  Kodama pathway for microbial degradation of DBT. 
 
 一方、DBT分子中の硫黄原子を選択的に酸化する微生物が存在し、その中で最も研究が進ん
でいるのが Rhodococcus erythropolis IGTS8株である。IGTS8株は DBTを酸化分解して硫酸イオ
ンと 2-hydroxybiphenyl(以下 2-HBPと略記する)を生成する硫黄攻撃型経路を有しており、数種
類のモデル硫黄化合物について脱硫の例が報告されている(16)。IGTS8 株の硫黄攻撃型経路は










され塩基配列が決定されている (17,18)。このDNA断片には 3つの読みとり枠(Open Reading Frame: 
ORF と略記 )が存在し、それぞれ DBTO2 monooxygenase (DszA)、desulfinase (DszB)、DBT 
monooxygenase (DszC)をコードする遺伝子として同定され、dezA、dszB、dszCと命名された。 
また、Kobayashi(19)らにより単離された DBT脱硫菌 Rhodococcus erythropolis KA2-5-1株より得
られた DBT脱硫酵素遺伝子は、IGTS8株の脱硫遺伝子と 99 %の相同性を示し、ほぼ同一の遺
伝子情報を保持していると考えられた。また、酸化酵素である DszC、DszAはその反応に際し
てNADHと還元型フラビンモノヌクレオチド(FMNH2)を要求する。反応により酸化された FMN
































Fig. 1.5  Sulfur specific pathway for microbial desulfurization of DBT by Rhodococcus 
erythropolis IGTS8. 
 8 
うな共役因子としての活性増強作用と FMN依存性の NADH酸化活性を指標に DszDが単離さ












 軽油の脱硫に際しては、DszC、DszA 等の monooxygenaseは反応時にエネルギーの供給を必
要とすること、また酵素を軽油等疎水性溶媒と直接接触させるとその活性を失う場合が多く、
実際の軽油脱硫に際しては、抽出酵素ではなく全菌体により脱硫反応を行わせるのが現実的で

















Table 1.3  Detection of desulfurized compounds by cell free extract reaction and the resting 
cell reaction. 
        
Substrate Detection of desulfurized compounda 
  Cell free extract Resting cell   
DBT + +  
4-Methyl DBT + +  
4,6-Dimethyl DBT + +  
4-Ethyl DBT + +  
3,4,6-Tetramethyl DBT  + +  
4-Propyl DBT + +  
4,6-Diethyl DBT + +  
4,6-Dipropyl DBT + -  
2,4,6,8-Tetraethyl DBT + -  
4,6-Dibutyl DBT - -   
+, Detected; -, not detected   









(1) D. J. Monticello, CHEMTECH JULY, 38-45 (1998). 
(2) 国分紀之 , 石油学会大会講演要旨集 p.29 (1998). 
(3) P. M. Murzaev, Microbiology (USSR), 33, 956-962 (1964). 
(4) R. J. Strawinski, U.S. Patent. 2,521,761 (1950). 
(5) R. J. Strawinski, U.S. Patent. 2,574,070 (1951). 
(6) C. E. ZoBell, U.S. Patent. 2,641,564 (1953). 
(7) I. Kirschenbaum, U.S. Patent. 2,975,103 (1961). 
(8) K. Kodama, K. Shimizu,S. Nakatani, Y. Minoda, Y. Yamada, Agric. Biol. Chem., 37, 45-50 
(1973). 
(9) C. T. Hou, A. I. Laskin, Dev. Ind. Microbiol., 17, 351-355 (1976). 
(10) W.R. Finnerty, F.J. Hartdegen, World biotech. Rep., 1, 611-612 (1984). 
 10 
(11) J. M. Foght, D. W. S. Westlake, Can. J. Microbiol., 34, 1135-1142 (1988).  
(12) S. Krawiec, Proc. Annu. Int. Pittsburgh Coal Conf., 5th, 263 (1988). 
(13) A. L. Laborde, D. T. Gibson, Appl. Environ. Microbiol., 34, 783-790 (1977). 
(14) D. L. Crawford, R. K. Gupta, Curr. Microbiol., 21, 229-233 (1990). 
(15) K. A. Malik, Process. Biochem., 13, 10-14 (1978). 
(16) J. J. Kilbane, Resour. Conserv. Recycl., 3, 69-76 (1990). 
(17) C. S. Piddington, B. R. Kovacevich, J. Rambosek, Appl. Environ. Microbiol., 61, 468-475 
(1995). 
(18) S. A. Demone, C. Oldfield, L. J. Nash, K. D. Young, J. Bacteriol., 176, 6707-6716 (1994). 
(19) M. Kobayashi, T. Onaka, Y. Ishii, J. Konishi, M. Takaki, H. Okada, Y. Ohota, K. Koizumi, M. 
Suzuki, FEMS Microbiol. Lett., 187, 123-126 (2000). 
(20) K. A. Gray, O. S. Pogrebinsky, G. T. Mrachko, L. Xi, D. J. Monticello, C. H. Squires, Nat. Bio-
technol., 14, 1705-1709 (1996). 
(21) K. Hirasawa, Y. Ishii, M. Kobayashi, K. Koizumi, K. Maruhashi, Biosci. Biotechnol. Biochem., 
65, 239-246 (2001). 
 11 






 微生物脱硫の標準菌株としては、Rhodococcus erythropolis KA2-5-1株を使用した (1)。また、




 遺伝子組換えには KA2-5-1株より単離された dszABC脱硫遺伝子(２ )を使用した。また、脱硫
反応に共役する NADH:FMN 酸化還元酵素遺伝子には KA2-5-1株の dszD 遺伝子を使用した。
dszABCは DraI-NheIで切断して dsz遺伝子プロモーター部分を除去し、その下流部に dszD遺伝
子を連結した dszABCD遺伝子を構成した。 
 




KA2-5-1株は A培地 (3)に硫黄源として DBT、炭素源として 0.5 % (w/v)のグルコースを添加
した培地を使用して、30℃で浸透培養を行った。A培地の組成は、5.0 g glucose, 2.0 g NH4Cl, 6.3 
g KH2PO4, 8.0 g K2HPO4, 0.2 g MgCl2･6H2O, 2.0 ml metal solutionおよび 1.0 ml vitamin mixtureを
1000 mlの滅菌水中に含んでいる。metal solutionには 2.0 g CaCl2, 1.0 g NaCl, 0.5 g FeCl2･4H2O, 
0.5 g ZnCl2, 0.5 g MnCl2･4H2O, 0.1 g Na2MoO4･2H2O, 0.05 g CuCl2 , 0.05 g Na2WO4･2H2Oおよび
10 ml 10M HClを 1000 mlの純水に溶解して調製した。また、vitamin mixtureは 400 mg calcium 
pantothenate, 200 mg inositol, 400 mg niacin, 400 mg Pyridoxine-HCl, 200 mg p-aminobenzoic acid
および 0.5 mg cianocobalamin を 1000 mlの滅菌水中に含むものである。使用した Pseudomonas







 適当な選択圧を与える抗生物質等の薬剤を添加した LB培地を用いて 37℃で 18時間培養し
た大腸菌から KURABO PI50a を使用してプラスミドを調製した。調製したプラスミドは TE 
Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)に溶解した。 
 
2.2.3. 菌体からの全 DNAの調製法 
 
 Pseudomonas属細菌、Rhodococcus属細菌および Mycobacterium属細菌は以下のように培養し
た。すなわち、LB培地を用いて 30℃で 24時間培養した前培養液 0.1 mlを新鮮な LB培地 5ml
に接種し、24時間培養して菌体を回収した。得られた菌体より全 DNAを ISOPLANT (Nippon 





 各種の制限酵素で切断した DNAは、回収目的の DNAサイズに応じて濃度を 1.5 %～0.6 %に
調製したアガロースゲル電気泳動を用いて分画した。ゲル中の DNA断片は、GFX PCR DNA and 
Gel Band Purification kit (Amersham Biosciences, Tokyo, Japan)を用いて回収し、50 µlの TE Buffer
に溶解して DNA断片を含む溶液を調製した。 
 
2.2.5. ダイレクトラベルリング法による DNAプローブの作製 
 
 DNAプローブの調製にはAlkPhos Direct labelling system (Amersham Biosciences)を使用した。
DNA断片溶液 50 µlを沸騰水中で 10分間放置して熱変性し、氷上で急冷した。得られた変性
DNA溶液に、50 µlの Reaction Buffer、10 µlの Labelling reagent、50 µlの Cross-linker溶液を加





 Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Perkin-Elmer Japan, Tokyo, Japan)を用いたダイターミ
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ネーター法によるシークエンス反応を試薬のプロトコルに従い実施し、キャピラリー蛍光 DNA















 所定の時間培養した菌体を 15,000 × gにて 5分間、4℃で遠心分離して回収した。この菌体を





 プラスミドは乾燥状態もしくは TE Bufferに溶解した状態で、-20℃で凍結保存した。また、













 脱硫遺伝子を保持する組換え体は、最終濃度が 0.1 mMとなるように DBTを DMFに溶解し
て水相に分散添加した NK 培地(DBT 分散添加培地)または最終濃度が 1.0 mM となるように
DBTを n-tetradecane (n-TD)に溶解して培地と等量添加した NK培地(油水二相培地)に植菌して
から培養した。培養後、DBT分散添加培地で培養した場合には、8M HClで pH 2.0以下の酸性
条件に調製した後、酢酸エチル抽出を行って各成分を GC 分析した。GC による定量分析は、














DB-17(30 m × 0.25 mm i.d., 0.25 µm film: J&W Scientific, CA, U.S.A.)キャピラリーカラムを使用





 GC-AEDは、HP-1 (25 m × 0.32 mm i.d., 0.17 µm film: Hewlett-Packard, DE, U.S.A.)を使用して、






 軽油中の総硫黄量の測定には、American Society for Testing and Materials method D5453に従っ




(1) M. Kobayashi, T. Onaka, Y. Ishii, J. Konishi, M. Takaki, H. Okada, Y. Ohta, K. Koizumi, M. 
Suzuki, FEMS Microbial. Lett., 187, 123-126 (2001).   
(2) K. Hirasawa, Y. Ishii, M. Kobayashi, K. Koizumi, K. Maruhashi, Biosci. Biotechnol. Biochem., 
65, 239-246 (2001). 
(3) Y. Izumi, T. Oshiro, H. Ogino, Y. Hine, M. Shimao, App. Environ. Microbiol., 60, 223-226 
(1994). 





























g、K2HPO4 6.13 g、2.0 g of NH4Cl 2.0 g、クエン酸ナトリウム 2水和物 1.0 g、MgCl2 0.1 g、FeCl2・
4H2O 8 mg、CaCl2 20 mg、グリセロール 20 gおよびグルコース 6 gを 1 lの水に溶解して作製し、
HClで pH 7.2に調整した。 硫黄源としては(NH4) 2 SO4 0.1 mMまたは DBTを使用した。DBT
は N,N’-dimethylformamide (DMF)で最終濃度が 0.1 mM になるように、または n-tetradecane 
(n-TD)に 1.0 mMになるように溶解して使用し、培養は 30℃で行った。 
Pseudomonas属細菌の染色体組込みには Phabagen Collection (Utrecht, The Netherlands)より入
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手した pBSL118(1)を改変して使用した。pBSL118は Tn5トランスポゾンを元にデザインされた
ベクターであり、pBSL118上の RK6は ?pir因子を有する特殊な大腸菌(S17-1/?pir など)でしか
複製機能を示さないので、その他の菌株中で pBSL118はプラスミドとしては存在できない。?pir
因子を有していない菌株中では、プラスミド上にコードされている transposaseにより O endと
I endに挟まれた DNA領域がトランスポゾンとして切り出され、染色体 DNA中に無作為挿入
される。また、E. coli S17-1/?pirは接合伝達因子も保持しているため、メイティングによりトラ
ンスポゾンベクターを Pseudomonas属細菌などの他の微生物への導入にも使用することが可能








は、反応液量を 50µlとして、10 mM KCl、6 mM (NH4)2SO4、2 mM MgCl2を含む 20 mM Tris-HCl
緩衝液(pH 8.3) に 200 µM dNTPs、0.5 µM の各 PCRプライマー、0.5 µg Pseudomonas putida 
ATCC25571の全 DNA、0.5 U Pyrobest DNA polymerase(Takara Shuzo)を加えて行った。PCR用の
装置としては、PC-800(ASTEC, Fukuoka, Japan)を使用した。温度プログラムは、98℃で 1分の
予備変性処理後、98℃で 10秒、55℃で 30秒、72℃で 1分の増幅処理を 30回繰り返し、72℃で
10分の後処理を行った。得られた PCR増幅断片は T4 DNA polymerase(Takara Shuzo)で DNA末







Table 3.1   Strains used in this study.
Strain Number        Source
Pseudomonas putida ATCC15070        American Type culture Collection (ATCC)
P. putida ATCC17453 ATCC
P. putida ATCC17485 ATCC
P. putida ATCC23289 ATCC
P. putida ATCC23486 ATCC
P. putida ATCC23973 ATCC
P. putida ATCC23974 ATCC
P. putida ATCC23975 ATCC
P. putida ATCC25571 ATCC
P. putida ATCC27393 ATCC
P. putida ATCC29607 ATCC
P. putida ATCC35546 ATCC
P. putida ATCC43142 ATCC
P. putida ATCC11172 ATCC
P. putida ATCC21244 ATCC
P. putida ATCC17485 ATCC
P. putida ATCC39213 ATCC
P. putida ATCC23973 ATCC
P. putida IFO12996        Insutitute for Fermentation, Osaka (IFO)
P. putida IFO13696 IFO
P. putida IFO14671 IFO
P. fluorescens ATCC17482 IFO
P. fluorescens IFO3081 IFO
P. fluorescens IFO3507 IFO
P. fluorescens IFO3903 IFO
P. fluorescens IFO3925 IFO
P. fluorescens IFO12055 IFO
P. fluorescens IFO13922 IFO
P. fluorescens IFO14160 IFO
P. fluorescens IFO14808 IFO
P. aeruginosa IFO3755 IFO
P. aeruginosa IFO3899 IFO
P. aeruginosa IFO3918 IFO
P. aeruginosa IFO3919 IFO
P. aeruginosa IFO3080 IFO
P. aeruginosa IFO3445 IFO
P. aeruginosa IFO3446 IFO
P. aeruginosa IFO3447 IFO
P. aeruginosa IFO3448 IFO
P. aeruginosa IFO3449 IFO
P. aeruginosa IFO3451 IFO
P. aeruginosa IFO3452 IFO
P. aeruginosa IFO3453 IFO
P. aeruginosa IFO3454 IFO
P. aeruginosa IFO3456 IFO
P. aeruginosa IFO13275 IFO
P. aeruginosa NCIMB9571 National Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria
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Table 3.2  Plasmids used in this study.     
  Plasmid Description   Source or reference 
    
  pBlue ScriptII SK+ E. coli vector, Apr  Stratagene 
  pBSL118 A transposon vector for Gram-negative bacteria  contain-
ing; kanamycin resistance gene, Apr, R6K, RP4 
 Ref. (1) 
  pBSLG The kanamycin resistance gene in pBSL118 was replaced 
with the gentamycin resistance gene from pJQ200 (ATCC 
77482)  
This study 
  pSKRP pBlueScriptII SK+ with a 0.3kbp fragment of rRP inserted 
into the XbaI site (after filling in the ends with T4 poly-
merase )  
 This study 
  pRPG The NotI-ClaI fragment of pSKRP containing rRP with 
polylinker inserted into pBSLG. 
This study 
  pRPGDS pRPG carrying the dszABCD (Fig. 3.1)  This study 





アガロースゲル電気泳動により約 3.5 kbpの DNAを回収して、カナマイシン耐性遺伝子を除去
した。これを T4 DNA polymeraseで平滑化処理後、pJQ200を SmaI-HindIIIで切断して得られた
1.4 kbpのゲンタマイシン耐性遺伝子(Gmr)を同様に平滑化処理して MluIサイトに挿入した。こ
うして得られた抗生物質耐性を、置換したベクターのトランスポゾン領域に P. putida 





 各 Pseudomonas属の宿主菌株を、1 mlの LB培地で 30℃、24時間培養した。また、pRPGDS
を保持している E.coli S17-1/?pir株は 1 mlの LB-ゲンタマイシン培地で 30℃、16時間培養した。
それぞれの菌は 8000 × gで 5分間の遠心分離で集菌後、抗生物質を含まない LB培地 1 mlで 2
回洗浄した。 それぞれの菌を 1 mlの LB培地に懸濁し、1 mlの Pseudomonas属細菌懸濁液と
0.5 mlの E. coliの懸濁液を混合して遠心分離し、菌を 0.1 mlの LB培地に再懸濁した。菌の懸
濁液を LB平板培地に設置した滅菌セルロースアセテートメンブレンフィルターに乗せ、30℃
で終夜培養した。メンブレンフィルター上の菌を 0.5 mlの 10 mM 硫酸マグネシウム溶液に懸
濁し、40g ml-1のゲンタマイシンを含む Bacto Pseudomonas Isolation Agar (PIA; Difco, Maryland, 
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U.S.A.) に塗布して 30℃で 5日間培養し、目的とする組換え Pseudomonas属細菌を選抜した。 
 
3.2.5. モデル化合物を利用した組換え体のスクリーニング 
 Pseudomonas属細菌の組換え体は、5 mlの NK培地に最終濃度が 0.14 mMとなるように DMF
に溶解した DBTを培地に分散添加して、あるいは 1.4 mMの DBTを含む n-TD 5 mlを添加した





 Pseudomonas属細菌の組換え体は 100 mlの NK培地に 0.14 mM の(NH4)2SO4のみを加えた培
地(reaction system 1)、0.14 mM の (NH4)2SO4および NK 培地と等量の n-TD を添加した培地 
(reaction system 2)、最終濃度が 0.14 mMとなるように DMFに溶解した DBTを分散添加した培
地 (reaction system 3)、 1.4 mM の DBT を含む n-TD を培地と等量添加した油水二相系培地 
(reaction system 4), 最終濃度が 0.14 mMとなるように DMFに溶解した 4,6-dimethy mM DBTの
みを分散添加した培地(reaction system 5)、1.4 mMの 4,6-dimethy mM DBT を含む n-TDを NK
培地と等量添加した油水二相系培地(reaction system 6) を 500-ml容の三角フラスコで 30℃で 48
時間培養した。培養菌体は 8,000 × gで 5分間の遠心分離後、最終濃度 1 mM MgCl2と 0.6%のグ
ルコースを加えた 10 mM のリン酸カリウム緩衝液(pH7.2)に OD660 が 30 (約 13.5g dry cell l-1)と
なるように懸濁して調製した。5 mlの菌体懸濁液を 100-ml容量のバッフル付き三角フラスコに









インし(Table 3.3)、P. putida ATCC25571株の全 DNAから約 350 bpの PCR増幅産物を得た。こ
れを pBlueScriptII SK+の平滑化処理をした XbaIサイトに挿入したものを pSKRPと命名した。
得られたPCR増幅産物について塩基配列を決定し、相同性検索を実施した結果、P. putida KT2440 株の 16S 
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の DNA断片を pBSLGに挿入して pRPGを構築した。さらに pRPGを SpeI-ClaIで切断し、これ





 DBT を培地に分散添加して培養した場合と n-TD に溶解して油水二相で培養した場合の
Pseudomonas属細菌の組換え体の培養特性について Table 3.4に示した。Pseudomonas属細菌の
組換え体は全ての菌株で DMFにより DBTを分散添加した NK培地での増殖が認められた。し
かしながら、 DBTを n-TDに溶解して添加した油水二相系の培養条件で菌の増殖が認められた
のは、P. aeruginosa NCIMB9571株を宿主とする組換え体のみであった。DBTを含む n-TDを
NK培地と等量添加して、菌を加えない状態で 30℃で振盪した場合、NK培地側には DBTは検
出されず、全て n-TD側に留まっていた。このことから、NCIMB9571株の組換え体だけが n-TD
中の DBTを利用する能力を有すると判断した。そこで、選択培地上の P. aeruginosa NCIMB9571
の組換え体より無作為に 100個のコロニーを選び、1.4 mM の DBTを溶解した n-TDを等量加
えた NK培地に植菌して培養し、OD660が 2.0以上で最も良く増殖した菌株を選抜した。この菌




Table 3.3  Sequences of primers for 16S ribosomal RNA promoter amplification by PCR. 
Name   Sequence 
Sense primer   
rRP01  5'-TTGACGCCCTCTCGAATCCCCTTATAATGCGCCCCAC-3'  
Antisense primer  


















Fig. 3.1  Structure of plasmid pRPGDS. 
The filled boxes indicate 19 bp IS50 inner (I) and outer (O) ends.  Abbreviations:  tnp*, Tn5 transpo-
sase; RP4 oriT, mobilization function; R6K ori, replication for E. coli; rRP, 16S ribosomal RNA pro-
moter that PCR clones from Pseudomonas putida (ATCC25571). Antibiotic resistance are indicated as 





 培養時の硫黄源と炭素源の PAR41 株の軽油脱硫への影響について検討した。PAR41 株を培
養後、軽油の休止菌体反応を実施した。Table 3.5 に示すように、軽油の脱硫は 1.4 mM の








 Figure 3.2 に PAR41 株による軽油脱硫の経時的変化を示す。休止菌体反応には 1.4mM の
4,6-dimethyl DBTを n-TDに溶解した油水二相系培養により菌体を調製した。PAR41株の脱硫は
反応開始後４時間目までにほぼ完了している。PAR41株は休止菌体を用いた 48時間の反応に
より、硫黄濃度 360 mgS l-1の軽油より 63 mgS l-1の硫黄を除去した。PAR41の休止菌体反応に
より軽油中の硫黄化合物について、反応 48時間後の軽油を GC-AEDで測定した。Fig. 3.3に示
すように、PAR41 株による脱硫反応では、軽油中の 4-methyl DBT、4,6-dimethyl DBT および






 Pseudomonas 属細菌への染色体組込みによって作製した脱硫遺伝子組換え体は、DBT を
DMFに溶解して培地に分散添加した場合には、DBTを唯一の硫黄源として生育した。しかし、
油水二相系培養では唯一の組換え体、P. aeruginosa NCIMB9571由来の PAR41株のみが n-TD




い。よって、P. aeruginosa NCIMB9571は油相中の DBT類を菌体内に取込む能力を有するが、
他の Pseudomonas属細菌はこの能力を欠くものと推定した。Pseudomonas属細菌は rhamnolipid
のような biosurfactant を生産して疎水性物質の水相への溶解度を向上させることが知られてい
る。Koch(4)らは、P. aeruginosa PG201株において n-hexadecaneの菌体内取り込みに rhamnolipid
が必要であること、rhamnolipid生産能力を欠く変異株は n-hexadecaneの利用能力を欠いている
が、この欠損は rhamnolipid の添加により回復させることが可能なことを報告している。 一方、
Beal(5)らは rhamnolipidの生産能力を欠損したP. aeruginosa変異株が 14Cで標識したn-hexadecane
の取り込み能力を保持しており、rhamnolipid のみが n-hexadecaneの菌体内取り込み能を担って
いるわけではないことを示した。この rhamnolipid に依存しない n-hexadecane の取り込み能力
は cytochrome oxidase 阻害剤により消失することから(5)、エネルギー依存性の輸送機構と考え
られた。 
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Table 3.4  Growth characteristics of the recombinant strains of Pseudomonas. 
Strain Number  0.14 mM DBT(N,N'-DMF) 1.4 mM DBT in n -TD
Pseudomonas putida ATCC15070 + -
P. putida ATCC17453 + -
P. putida ATCC17485 + -
P. putida ATCC23289 + -
P. putida ATCC23486 + -
P. putida ATCC23973 + -
P. putida ATCC23974 + -
P. putida ATCC23975 + -
P. putida ATCC25571 + -
P. putida ATCC27393 + -
P. putida ATCC29607 + -
P. putida ATCC35546 + -
P. putida ATCC43142 + -
P. putida ATCC11172 + -
P. putida ATCC21244 + -
P. putida ATCC17485 + -
P. putida ATCC39213 + -
P. putida ATCC23973 + -
P. putida IFO12996 + -
P. putida IFO13696 + -
P. putida IFO14671 + -
P. fluorescens ATCC17482 + -
P. fluorescens IFO3081 + -
P. fluorescens IFO3507 + -
P. fluorescens IFO3903 + -
P. fluorescens IFO3925 + -
P. fluorescens IFO12055 + -
P. fluorescens IFO13922 + -
P. fluorescens IFO14160 + -
P. fluorescens IFO14808 + -
P. aeruginosa IFO3755 + -
P. aeruginosa IFO3899 + -
P. aeruginosa IFO3918 + -
P. aeruginosa IFO3919 + -
P. aeruginosa IFO3080 + -
P. aeruginosa IFO3445 + -
P. aeruginosa IFO3446 + -
P. aeruginosa IFO3447 + -
P. aeruginosa IFO3448 + -
P. aeruginosa IFO3449 + -
P. aeruginosa IFO3451 + -
P. aeruginosa IFO3452 + -
P. aeruginosa IFO3453 + -
P. aeruginosa IFO3454 + -
P. aeruginosa IFO3456 + -
P. aeruginosa IFO13275 + -
P. aeruginosa NCIMB9571 + +
Growth
 
Abbreviations:  N,N'-DMF, N,N,’-dimethylformamide; n-TD, n-tetradecane; +, abundant 
growth; -, no abundant growth.  An NK medium supplemented with 0.14 mM DBT in 
N,N’-DMF  (0.14 mM DBT (N,N’-DMF) or 1.4 mM DBT in n-tetradecane (50% of NK me-
dium) (1.4 mM DBT in n-TD) was used for bacterial growth. Cultivations were done at 30℃ in 
25-mmF test tube with agitation at 130 rpm for 48 h. 
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Table 3.5  Effects of S and C sources in culture medium on LGO desulfurization by Pseudomonas 
aeruginosa strain PAR41. 
 
 Growth condition  Desulfurization of LGO  





1 0.14 mM （NH4)2SO4  Glucose + Glycerol  3.6   1.0  
2 0.14 mM (NH4)2SO4  
Glucose + Glycerol + 
n-TD 
 
     34.6   9.6 
 
3 0.14 mM DBT Glucose + Glycerol         3.6   1.0  
4 1.4 mM DBT Glucose + Glycerol + n-TD 
 
     59.4  16.4 
 
5 0.14 mM 4,6-dimethyl DBT Glucose + Glycerol        3.6   1.0  
6 1.4 mM 4,6-dimethyl DBT Glucose + Glycerol + n-TD 
 
 
       
    63.0  17.5 
 
n-TD: n-Tetradecane       
In order to obtain the resting cells of P.aeruginosa strain PAR41, the strain was cultivated in an NK medium 
with 0.14 mM  （NH4）2SO4 (system 1),  with 0.1 mM （NH4）2SO4 and 50%(v/v) n-tetradecane (n-TD) 
(system 2), with 0.14 mM DBT in N, N’-DMF (system 3), with 1.4 mM DBT in n-TD (system 4), with 0.14 
mM 4,6-dimethyl DBT in DMF (system 5) and with 1.4 mM DBT in n-TD (system 6) in 500-ml flasks at 30℃, 
for 48 h. The cells were centrifuged (at 8,000 × g for 5min) and suspended in 10 mM potassium phosphate 
buffer (pH 7.2) with 1 mM MgCl2 and 6 g of glucose to OD660=30 (13.5 g dry cell l-1). Samples of 5 ml of the 
suspension were transferred to 100-ml flasks with baffles.  An equal volume of LGO was added to the flasks 
and then the contents were shaken (150 rpm) at 30℃. Samples were withdrawn at defined times and centri-
fuged at 8,000 × g for 10 min. The oil phases were analyzed with a 7000S sulfur analyzer (Antek Instru-




































Fig. 3.2  Desulfurization of LGO by P. aeruginosa strain PAR41. 
In order to obtain the resting cells of P. aeruginosa strain PAR41, the strain was cultured in an NK me-
dium with 1.4mM DBT in n-tetradecane (50% (v/v) of NK medium (system 6 in Table 4.2). After the 
reaction of the resting cells, the sulfur concentration of oil phase of each reaction system was analyzed 



















































Fig. 3.3  Desulfurization of LGO by P. aeruginosa strain PAR41. 
In order to obtain the resting cells of P. aeruginosa strain PAR41, the strain was cultured in an NK me-
dium with 1.4 mM DBT in n-tetradecane (system 6 in table 3).  Before (A) and after the 48 h-reaction 
of the resting cells of strain PAR41 (B), the sulfur concentration of oil phase of each reaction system 
was analyzed with a 7000S sulfur analyzer (Antek Instruments). 
 
P. aeruginosa NCIMB9571は汚染ジェット燃料から単離された菌株であり、C8～C22の炭素
数の n-アルカン類を資化する能力がある(6)。この疎水性化合物の利用能力が n-TD相中の DBT
取込み能力に寄与したものと考えられた。しかしながら、R. erythropolis KA2-5-1株は 390 mgS 


















 PCRを用いて P. putida ATCC25571より単離した 16S rRNAプロモーター(rRP)を利用して、
脱硫遺伝子発現のためのトランスポゾンベクターpRPGDSを構築した。また、pRPGDSを利用
して Pseudomonas 属菌株の染色体に dszABCD 遺伝子を挿入して新規な脱硫菌を創製した。
Pseudomonas putida 21株、P. fluorescence 9株、P. aeruginosa 17株について染色体組込みを実施
したが、n-TD中のDBTを唯一の硫黄源として利用可能な組換え体は、P. aeruginosa NCIMB 9571
株由来の組換え体(PAR41株)のみであった。 PAR41株は 360 mgS l-1の硫黄濃度の軽油より 63 
mgS l-1の硫黄を除去する能力を示した。PAR41株の脱硫能力は n-TDにより増幅されることか
ら、誘導性の DBT類取り込み因子の存在が推察された。  
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(3) E. Csordas-Toth, I. Boros, P. Venetianer, Nucleic Acids Res., 7, 2189-2197 (1979). 
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(5) R. Beal, W. B. Betts. J. Appl. Microbiol., 89, 158-168 (2000). 
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した DBT は利用可能であるが、油相中の DBT は利用できなかった。また、Darzins(1)らは P. 
fluorescens の脱硫遺伝子組換え体が油相中の alkyl DBT類を脱硫することはできないが、細胞






















実施した。得られた組換え体は最終濃度が 0.1 mMとなるように DBTを DMFに溶解して水相
に分散添加した NK培地(DBT分散添加培地、3.2.5)と最終濃度が 1.0 mMとなるように DBTを
 29 
n-TD に溶解して培地と等量添加した NK 培地(油水二相培地、3.2.5)の両者で同様に培養した。
油相中のDBT取込み能力欠損株はDMFで DBTを分散添加したNK培地では生育するが、DBT
を添加した n-TDを等量添加した NK培地では生育できない。これらの培養は 15-mm径の試験
管で 30℃、130 rpm 120 時間で行った。 菌体の生育は OD660の吸光度の計測により測定した。 
 





形成される暗青色の haloで検出した(2)。形成される haloの大きさは rhamnolipid の量に応じて
大きくなる(2)。また、rhamnolipid による培養液の表面張力の低下は、デジタルテンシオメータ
ーKT10ST (Krüss, Germany)を使用してマニュアルに従い測定した。 
 
4.2.3.2. n-TD中の DBT取込み変異株の生育特性  
 
取込み変異株の n-アルカン類 (C8 - C16) の利用能力は、グルコースおよびグリセロールを含
まない NK培地 5mlに対して、最終濃度 0.1 mMの (NH4)2SO4および 5 mlの n-アルカン類を加
えた培地で検討した。また、DBT および alkyl DBT 類の利用能力は DBT、4-methyl DBT、
4,6-dimethyl DBTまたは 4,6-diethyl DBTを DMF溶液として NK培地 5 mlに分散添加した DBT
分散添加培地とNK培地 5 mlに DBT類を溶解した n-TD 5 mlを添加した油水二相培地により検





P. aeruginosa組換え体の菌体脂肪酸はMiller(3)の方法に従って調製した。脂肪酸組成は SE-54 










pRPGDSを使用して、第 3章のものとは別に、新たに約 2000株の P. aeruginosa NCIMB9571






4.3.2. n-TD中の DBT取込み変異株の性質 
 
4.3.2.1. Rhamnolipid の検出 
   
Koch(4)らは n-アルカン類 の菌体内取込みに rhamnolipidが重要な役割をすることを示した。 
そこで、PARM1株の欠損が rhamnolipid の生産と関係しているかどうかを検討した。しかし、
Table 4.1に示したように P. aeruginosa NCIMB9571宿主菌株、PAR41株および PARM1株のい
ずれも SW培地上で rhamnolipid の生産を示す haloが認められ、その大きさにも差は認められ
なかった。また、表面張力の低下についてもこれらの菌株間で違いは認められず、PARM1 株
における n-TD中の DBT利用能力の欠損は rhamnolipid の生産能力とは無関係と判断した。 
 
Table 4.1  Biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa NCIMB9571, PAR41 and 
PARM1. 
  Straina Halo sizeb Surface tensionc     
   (mm) (mN m-1)   
  No cell - 63.6   
 NCIMB9571 (host strain) 4 33.5   
 PAR41 4 35.5   
  PARM1 4 34.0    
a Cells were cultivated for 120 h at 30℃ in NK medium containing 0.1 mM (NH4) 2 SO4. 
b Halos around the colonies on SW agar indicated the production of rhamnolipids, their sizes were rela-
tively dependent on the quantity of rhamnolipid produced.   
c Surface tension of cell-free supernatants. 
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4.3.2.2. n-TD中の DBT取込み変異株の生育への炭素源の影響 
 
Bealと Betts (5) は、P. aeruginosaで n-アルカン類がエネルギー依存的に取り込まれることを
示した。そこで、PAR41株の n-アルカン類の利用能力と n-TD中の DBT利用能力との関連性に





4.3.2.3. n-TD中の DBT取込み変異株の生育への硫黄源の影響 
 
P. aeruginosa PARM1株を種々の alkyl DBT類を唯一の硫黄源とした DBT分散添加培地およ
び油水二相培地における生育について検討した。Table 4.3に示すように PARM1株は水相に分
散添加された DBT類を硫黄源として生育できるが、n-TD中の DBT類を硫黄源として生育する
ことができなかった。 一方、PAR41株は n-TD中の DBT、4-methyl DBTおよび 4,6-dimethyl DBT
は利用して生育できるが 4,6-diethyl DBTでは生育できないことが判明した。  
 
Table 4.2  Growth of host strain and PARM1 in various carbon sources. 
 Carbon sourcea NCIMB9571 PARM1  
    (Host strain)     
  None 0.05 0.05   
 n-Octane 3.80  3.85   
 n-Decane 2.40  2.30   
 n-Dodecane 2.05  1.96   
 n-Tetradecane 2.03  2.18   
 n-Hexadecane 2.90  3.10   
  Glucose 3.47  3.85    
 
a n-Alkanes were added at equal volumes to NK medium, which did not contain either glycerol or glu-








Table 4.3  Growth of recombinant strains in various sulfur compounds. 
    Growth (OD660)   
 PAR41  PARM1 
 Sulfur compounda NK-DMF NK-TD  NK-DMF NK-TD 
 None 0.05  0.07   0.05  0.05  
 DBT 3.50  3.30   3.50  0.07  
 4-Methyl DBT 3.60  4.10   3.50  0.05  
 4,6-Dimethyl DBT 3.30  3.90   3.30  0.05  
 4,6-Diethyl DBT 2.50  0.01   2.35  0.05  
 (NH4) 2 SO4 4.30  3.73   3.92  5.22  
a NK medium supplemented with 0.1 mmol l-1 DBT dispersed by DMF in water (water phase) or 1.0 
mmol l-1 DBTs in n-TD (oil phase) was used for bacterial growth.     
 
4.3.2.4. 休止菌体による DBTの脱硫反応 
 
P. aeruginosa PARM1株の n-TD中の DBT脱硫能力欠損については休止菌体反応により確認
した。Table 4.4に示したように DMFにより水相に分散添加した DBTの 24時間反応での分解
率は、PAR41で 99 %、PARM1株で 97 %とほとんど違いはないが、n-TD相中の DBTについて




4.3.2.5.  P. aeruginosa PARM1株の菌体脂肪酸組成分析 
 
Table 4.5に P. aeruginosa PAR41株と PARM1株の菌体脂肪酸組成を示す。 両菌株とも n-TD
存在下で培養した場合にはC16:1が特徴的に増加している(PAR41株で 15 % から 21 %、PARM1









Table 4.4  Degradation of DBT by P. aeruginosa NCIMB9571, PAR41 and PARM1. 
 Strainb Degradation rate (%)a  
   Water phase n-TD phase   
 NCIMB9571   0 0  
 PAR41 99.0   95.0   
  PARM1 97.0  0   
aRates of degradated DBT were calculated using the GC data hased on chart area. 
bNCIMB9571 (host strain), PAR41 and PARM1 were grown in NK medium with 0.1 mmol l-1 




P. aeruginosa PARM1株は n-TD中の DBT利用能力のみを欠損した組換え体として単離され
た。第 3章に記載したように、P. aeruginosa NCIMB9571株の dsz脱硫遺伝子組換え体である 
 
Table 4.5  Fatty acids of P. aeruginosa strain PAR41 and PARM1.   
        Composition (%)     
 Fatty acida  NKb  NK+n-TDb   
    PAR41 PARM1  PAR41 PARM1   
                 
 10:0   0.2   0.1    0.2   0.1   
 10:0-3OH   2.9   2.9    2.8   3.0   
 12:0   3.8   3.3    4.6   4.4   
 12:0-2OH   5.4   5.6    6.0   5.8   
 12:0-3OH   5.3   5.1    6.2   5.8   
 14:0   0.7   0.7    1.2   1.2   
 15:0   0.1   0.1    0.1   0.2   
 16:0  25.2  26.2   22.4   23.6   
 16:1  15.0  15.6   20.9   20.8   
 17:0   2.8   2.4    0.9   0.8   
 18:0   0.6   0.5    0.5   0.5   
 18:1  34.7  35.5   34.1  33.4   
                 
a 10:0, decanoic acid; 10:0-3OH, 3-hydroxydecanoic acid; 12:0, dodecanoic acid; 12:0-2OH, 
2-hydroxydodecanoic acid; 12:0-3OH, 3-hydroxydodecanoic acid; 14:0, tetradecanoic acid; 15:0, pen-
tadecanoic acid; 16:0, hexadecanoic acid; 16:1, palmitoleic acid; 17:1, heptadecanoic acid; 18:0, octa-
decanoic acid; 18:1, oleic acid.   
b Cells were cultured for 96 h at 30℃ in NK medium containing 0.25 mM Na2SO4 or 0.25 mM Na2SO4 
and n-TD at 50 % (v/v) at 30℃ for 96 h.  NK; cells grew without n-TD, NK+n-TD; cells grew with 




遺伝学的な報告は、主として R. erythropolis KA2-5-1株のような Rhodococcus属細菌でなされて
おり、微生物脱硫反応は dszABCにコードされた遺伝子産物である酵素により行われ、dszC遺
伝子の産物である DszC酵素より反応が開始される (6)。 
PAR41株と PARM1株における DszCの発現を、(NH4)2SO4を硫黄源として生育した菌体につ
いて、ウェスタンブロットにより確認した(データ示さず)。しかしながらこの場合についても、
PAR41株と PARM1株の間に DszC発現量に違いは認められなかった。PARM1株の n-TD中の
DBT利用能力欠損は脱硫酵素の発現量の違いにも起因していなかった。Setti(7)らは Pseudomonas 
sp.による DBTの分解について報告している。彼らは n-アルカン類が DBT分子の周囲に薄膜を
形成し、n-アルカン類は DBTの油相担体として機能するが、n-アルカン中の DBT濃度が低い
場合、n-アルカンは逆に DBTの分解を抑制するとしている。しかし、PAR41株は n-TD中の 1.0 
mMの DBTを 97 %以上分解し、n-TD中の DBT濃度低下による分解の抑制も認められなかっ
た。また、Kochら (4)は P. aeruginosa PG201株の rhamnolipid 生産能力を欠損した変異株が n-ア
ルカン類の利用能力を欠き、この欠損が rhamnolipid の添加により解消されることを示した。
Bealと Betts (5)は ATP生産の阻害剤である CCCP (carbonyl cyanide m-chloro phenyl hydrazone)の
添加により n-アルカン類の菌体内取込みが阻害されることから、n-アルカンの菌体内輸送には
能動的な系も存在するとした。PARM1株の変異は rhamnolipidの生産能力 (Table 4.1)、n-アル
カン類の利用能力(Table 4.2a)、菌体脂肪酸組成(Table 4.4)とは無関係であり、この変異は水相に
分散添加した DBT類の脱硫には影響せず、n-TD中の DBT類の脱硫のみに影響している(Table 
4.2b, Table 4.3)。 
以上より、P. aeruginosa NCIMB9571株は水相に分散添加した DBTを菌体内に取込むのとは
別に、油相中の DBT類を取込むための機構を有すると判断した。しかしながら、PAR41 株が








DBT取込み能力を欠損した PARM1株を単離した。PARM1は n-TD中の DBTを菌体内に輸送
する機構に変異が起こった株と考えられ、この輸送機構は rhamnolipid や n-アルカン類の取込み、
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菌体脂肪酸組成とは無関係であった。このことから、P. aeruginosa NCIMB9571株は油相中に存
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第 4章で記載した P. aeruginosa NCIMB9571株の脱硫遺伝子染色体組込み体 PARM1株は、
n-TD中の DBT利用能力のみを欠損している。PARM1株における変異は n-TD中の DBTを菌
体内に取込む機構に変異が起こったためと考えられたが、この取込み機構は rhamnolipid や n-
アルカン類の取込み、菌体脂肪酸組成とは無関係であった。 
本章では、この PARM1 株の変異部位 DNA 領域を特定し、これをもとに P. aeruginosa 















PAR41株の全 DNAは ISOPLANT (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて調製した。DNAは定
法に従い制限酵素処理後 0.7 % アガロースゲル電気泳動を行い、各 DNA断片をナイロンメン
ブレンフィルターに転写した。このフィルターを AlkPhos Direct labelling system (Amersham 





Table 5.1  Phages and plasmids used in this study. 
Phage or plasmid  Description   Source or reference 
Phages     
 ?DASHII  E. coli cloning vector  Stratagene, CA, 
U.S.A. 
Plasmids     
 pBlueScriptII SK+  E. coli cloning vector  Stratagene 
 pBHR1  Mobilizable broad-host-range shuttle vector  MoBiTec GmbH, Göt-
tingen, Germany 
 pRK2013  Mobilizing helper plasmid  CLONTECH, CA, 
U.S.A. 
 PSKRP  pBlueScriptII SK+ 0.3 kbp fragment of 16S ribosomal RNA pro-
moter (rRP) inserted into XbaI site (after filling in the ends with 
T4 polymerase 
 Ref. (1) 
 pTPM1  4.5-kbp EcoRI fragment of strain PARM1 genomic DNA in 
pBlueScriptII SK+ 
This study 
 pHCU1  11-kbp Sau3AI fragment of strain NCIMB9571 genomic DNA in 
pBlueScriptII SK+ 
This study 
 pRH1   A kanamycin resistance gene in pBHR1 replaced with a 
hygromycin B resistance gene from pExChange module EC-Hyg 
(Stratagene) 
This study 
 PRHR  pRH1 with the BssHII (the ends filled-in with T4 polymerase) 
fragment of pSKRP containing rRP with polylinker inserted into 
the DraI site 
This study 
 pRHRH1  4.8-kbp AflII-NotI fragment in pRHR  This study 
 pRHRH2  0.6-kbp PCR product containing hcuA in pRHR  This study 
 pRHRH3  1.1-kbp PCR product containing hcuB in pRHR  This study 
 pRHRH4  1.8-kbp PCR product containing hcuC in pRHR  This study 
 pRHRH5  1.7-kbp PCR product containing hcuAB in pRHR  This study 
 pRHRH6  3.9-kbp PCR product containing hcuBC in pRHR  This study 
 pRHRH7  2.4-kbp PCR product containing hcuAC in pRHR   This study 
 
5.2.2.2. n-TD中の DBT取込み変異株からの DNA単離 
 
油相中の DBT取込み変異株の全 DNA約 10 µgを EcoRIで切断、フェノール処理した後にこ
れらの DNAを直接 pBlueScriptII SK+ プラスミド(Stratagene, CA, U.S.A.)の EcoRIにライゲーシ
ョンし、E.coli JM109 に形質転換した。pRPGDSのトランスポゾン上のゲンタマイシン抵抗性
遺伝子には EcoRIサイトは存在しないため、ゲンタマイシン 40 mg l-1を含む LB平板培地上で
はゲンタマイシン抵抗性遺伝子とトランスポゾン挿入領域の DNA を含むプラスミド組換え体
のみが生育可能である。 単離された DNAは ABI PRISM 310 DNAシーケンサー(Perkin-Elmer 






 P. aeruginosa NCIMB9571宿主菌株の全DNAを Sau3AIにより部分分解し、10～25 kbpのDNA
断片を 0.7 % アガロースゲル電気泳動により分画した。分画した DNAは ?DASH IIファージベ
クター(Stratagene)の BamHI サイトにライゲーションし Gigapack III Gold packaging Extract 
(Stratagene)でパッケージング後 E.coli XL1-Blue MRA (Stratagene)に感染させてファージライブ
ラリーを構築した。プラークハイブリダイゼーションのプローブには PARM1株より単離した





 pRH1 は pBHR1 (MoBiTec GmbH, Göttingen, Germany)の PstI サイトに pExChange module 
EC-Hyg (Stratagene)を BamHI-BanII切断して得られる 1.5 kbpのハイグロマイシンＢ抵抗性遺伝
子を含むDNA断片を挿入して構築した。pRHRは第 3章で取得したpSKRPの 16S ribosomal RNA 
promoterを含む 0.4 kbpの NotI-KpnI断片を pRH1の DraIサイトに挿入して構築した。油相中
のDBT取込みに関係するDNA領域を pRHRに挿入して機能回復用補填ベクターの構築を行っ
た。また、PCRによりこの DNA断片の削除 DNA断片の調製を行い、同様に pRHRに挿入し
た。これらのプラスミドを取込み変異株に導入して、n-TD中の DBT利用能力が回復するかど
うかを検討した。   
 
5.2.5. 取込み機能回復用ベクターの DBT類取込み変異株への適用 
 
取込変異株への機能回復用補填ベクターの導入は pRK2013 (mobilizing helper plasmid)を保持
する E. coliを介したトリペアレンタルメイティング法で行った。機能回復用ベクターを保持す
る取込変異株は 200 mg l-1のハイグロマイシンＢを含むBacto Pseudomonas Isolation Agarにより
選抜した。得られたプラスミド組み換え体を 1.0 mMの DBTを唯一の硫黄源とした油水二相培
地(3.2.5.)で培養し、n-TD中の 2-hydroxylbiphenyl (2-HBP)量を測定して評価した。取込み能力の




5.2.6. 培地中の n-TDの DBT分解への影響 
 
機能回復用補填ベクターを保持している組換え体を NK 培地 0.25 mM Na2SO4 または 0.25 
mM Na2SO4および n-TDを培地と等量加えて 30℃、96 時間培養した。培養後、8000 x g、10分
間遠心分離を行い、100 mMのリン酸カリウム緩衝液(pH7.2、0.05 mMの MgCl2、0.6 %のグル
コースを含む)に OD660が 20 (約 9.0 g dry cell l-1)となるように懸濁して休止反応用の菌体を調製
した。  菌体懸濁液 5 mlを 100 ml容三角フラスコに分注し、containing 1.0 mMの DBTを含む 




 第 3章で単離した P. putida IFO13696の脱硫遺伝子染色体組込み体は、n-TD中の DBTを硫
黄源として利用することはできない。そこで hcuABC の機能について調べるため、この組換え
体への pRHRH1導入が n-TD中の DBT脱硫能力に与える効果について検討した。脱硫遺伝子組
換え P. putida IFO13696株への pRHRH1導入は、5.2.5.と同様に実施した。得られたプラスミド







ゲンタマイシン耐性遺伝子をプローブとした PARM1 株の全 DNA のサザン分析結果を Fig. 
5.1a に示した。ハイブリダイゼーションの結果から EcoRIで PARM1株の全 DNAを切断する
とトランスポゾン挿入領域は約 4.5 kbp の DNA バンドとして検出された。この DNA 断片を
pBlueScriptII SK+プラスミドにクローニングし pTPM1 (Fig. 5.1b)と命名した。pTPM1の DNA塩
基配列解析の結果、約 2.1 kbpが PARM1株由来の DNA断片であることを確認した。 
このうち、約 1.5 kbpの HindIII-EcoRIの DNA断片をプローブとして、NCIM9571株の ?DASH 
IIファージ DNAライブラリーよりスクリーニングを行った。1 × 104個のプラークについてス
クリーニングした結果、８つの陽性プラークが得られた。それらの陽性プラークの１つより抽

















Fig. 5.1  DNA analysis of P. aeruginosa strain PARM1.   
 (a) Southern blot analysis of P. aeruginosa host strain and its recombinants.  Genomic DNA 
from strain NCIMB9571 (lane 1), PAR41 (lane 2) and PARM1 (lane 3) was digested with EcoRI.  A 
probe prepared from the gentamycin resistance gene.  (b) Physical map of the 4.5 kbp genomic DNA 
fragment of strain PARM1 contained in pTPM1.  Abbreviations :  E, EcoRI; H, HindIII.  Gmr, gen-
tamycin resistance gene; dszD, the flavin reductase gene; I, 19bp IS50 inner end.   
 
これを pHCU1と命名した。pHUC1には約 11 kbpの DNA断片が含まれており、これについて
DNA塩基配列の解析を行った(Fig. 5.2) (accession number AB079768)。その結果、トランスポゾ
ンは open reading frame (ORF)と思われる DNA領域に挿入されていることが判明した。このORF
を hydrophobic compounds uptake geneの略称として hcuAと命名した。さらに hcuAの下流には 
二つの ORFと思われる領域が存在し、これらについて hcuBおよび hcuCと命名した。hcuAは
621塩基で 207個のアミノ酸配列がコードされていた。また hcuBは 1146塩基、382個のアミ
ノ酸配列、hcuCは 1764塩基、588個のアミノ酸配列がコードされていた。それぞれのアミノ
酸配列について相同性検索を実施した結果、HcuAは P. aeruginosa PA01株 (2)の PA1111タンパ
ク質と 100%一致した。また、HcuBは同じく PG201株の PA1112と 98.9 %の相同性、 HcuCも
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Fig. 5.2  Physical map of the 11-kbp genomic fragment of Pseudomonas aeruginosa strain 
NCIMB9571 contained in pHCU1.  A, AflII; B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIII; K, KpnI; N, NotI.  












 4.8 kbpの hcuABC断片は pHCU1を AflII- NotI切断して調製した。また、hcuABCの分割 DNA
断片は PCRにより調製を行った。使用したプライマーについては Table 5.2に示した。hcuA、 
hcuB、 hcuC、 hcuAB、hcuBCの各 DNA断片はそれぞれ、A01/A02、B01/B02、C01/C02、A01/B02
および B01/C02のプライマーの組み合わせで行った PCR産物より調製した。また hcuAC断片
はhcuA断片にhcuC断片を結合して調製した。これらのDNA断片を16S ribosomal RNA promoter
により発現させる pRHRに導入して補填ベクターpRHRH1～pRHRH7を構築した。構築したこ
れらのベクターにより PARM1株の形質転換を行った。  
補填ベクターを保持する PARM1株を 1.0 mM DBTを唯一の硫黄源とした油水二相培地での
培養を 30℃で 120時間行い、n-TD中の脱硫反応最終産物である 2-HBP生成量を測定した。Fig. 
5.5に pRHRH1～pRHRH7を保持する PARM1株の生育反応による n-TD中の DBT脱硫につい
て示した。 この条件下で PAR41 株は n-TD中の DBTを完全に 2-HBP に変換した。pRHRH1
を保持する PARM1株 (PARM1/pRHRH1)は n-TD中の DBTを利用する能力を回復し良好な生
育を示し、PAR41株の脱硫活性を 100 %とした場合の 87 % に相当する活性を示した。 pRHRH2、
pRHRH5および pRHRH7を保持する PARM1株も同様に n-TD中のDBTを利用して生育を示し
た。 
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Fig. 5.3  Multiple alignments of amino acid sequence of ABC transporters from various 
bacteria.   
Numbers indicate the positions of the residues in the complete amino acid sequence of the protein.  
Comparison of HcuC with Neur1608 (accession number ZP_00003436) from Nitrosomonas europaea, 
Pflu0866 (accession number ZP_00083632) from Pseudomonas fluorescence, Psyr0706 (accession 
number ZP_00124423) from Pseudomonas syringae pv. syringae B728a and SO3665 (accession number 
NP_719206) from Shewanella oneidensis MR-1.   
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Table 5.2  Sequence of primers for deletion fragment of hcuABC. 
Name    Sequence 
      
Sense primer   
 A01  5'-CCTCTAGAAGGAGACCCTCATGCAGTCACGCC-3' 
 B01  5'-GCTCTAGAAGGAGAGAACGCATGCCGGGCCTG-3' 
 C01  5'-CGTCTAGAAGGAGCGGAACCCCAGCCGCCGAGC-3' 
   
Antisense primer   
 A02  5'-CCGGATCCCCCTCAAAGCAAGGCGACCATTTCC-3' 
 B02  5'-CCGGATCCCTAGCGCGCCAACCCCAGGCGCAGC-3' 
 C02  5'-CGGGATCCCTAGCGTCCGCCGGCAGCGAACTGC-3' 
      
 
しかし、PARM1/pRHRH2、PARM1/pRHRH5および PARM1/pRHRH7における DBT脱硫活性







5.3.3. 培地中の n-TDが休止菌体反応による DBT分解へおよぼす効果 
 
pRHRH1を保持する PARM1株(PARM1/pRHRH1)で調製した休止菌体による n-TD中の DBTに
対する分解反応について Fig. 5.6に示した。休止菌体の調製時に NK培地に培地と等量の n-TD
を入れた場合、入れない場合の２種類の菌体を調製して測定に使用した。DBT 分解率は n-TD
中に残存している DBT量の測定により実施した。測定の結果、DBTは完全に 2-HBPに変換さ
れ中間体の生成は認められなかった。n-TD を添加して培養し調製した PAR41 株による n-TD
中の DBT分解率は 24時間で 99 %であったが、n-TD無添加の条件で培養した菌体では 30 %し
か示さなかった。一方、PARM1/pRHRH1は n-TD添加培養で調製した場合でも無添加の場合で


































Fig. 5.4  Construction of plasmid pRHRH1-7. 
Plasmid pRHRH1 was constructed by inserting the 4.8-kbp AflII-NotI fragment into pRHR.  
Restriction sites removed by blunting and ligation are shown in parentheses.  Deletion frag-
ments of hcuABC were prepared from pHUC1 by PCR techniques.  The PCR products of hcuA, 
hcuB, hcuC, hcuAB and hcuBC were obtained with primer pairs A01/A02, B01/B02, C01/C02, 
A01/B02 and B01/C02, respectively.  hcuAC was obtained from ligation of hcuA fragment 
with hcuC fragment.  Plasmids pRHRH2, pRHRH3, pRHRH4, pRHRH5, pRHRH6 and 
pRHRH7 were constructed by inserting the 0.6-kbp, 1.1-kbp, 1.8-kbp, 1.7-kbp, 3.9-kbp and 
2.4-kbp of PCR products, respectively, into pRHR.  A, AflII; B, BamHI; E, EcoRI; NotI; X, 
XbaI.  Hygr, hygromycin B resistance gene.  rRP, 16S ribosomal RNA promoter; mob, mobi-
lization function; rep, replication protein gene.   
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Fig. 5.5  Complementation test of strain PARM1 containing plasmid pRHRH1-7. 
Strain PARM1/pRHR, PARM1/pRHRH1, PARM1/pRHRH2, PARM1/pRHRH3, PARM1/pRHRH4, 
PARM1/pRHRH5, PARM1/pRHRH6, PARM1/pRHRH7 and strain PAR41 were grown in NK medium 
supplemented with 1.0 mM DBT in n-TD at 30℃ for 120 h.  DBT desulfurization activity was deter-
mined by measuring the amount of 2-hydroxybiphenyl in n-TD.  Complementation rate (%) was based 
on the desulfurization activity of strain PAR41.   
 
これは hcuABCが pRHRH1では 16S ribosomal RNA promoterにより恒常的に発現しているため
n-TDによる誘導を必要としなかったためと考えられた。 
また、DBTを DMFに溶解して分散添加した場合には、PAR41株でも n-TDの添加、無添加
培養にかかわらず 100 %分解することから脱硫酵素の生産は n-TDの影響を受けていないと判
断した。第 3章でも示したように PAR41株における n-TDの添加効果は DBTの菌体内取込み
の増強効果と考えられた。  
 
5.3.4. 他菌株における DBT類取込み遺伝子の効果 
 
油相中の DBT脱硫能力を欠損している、P. putida IFO13696の脱硫遺伝子染色体組込み菌株
(PPR761 株)に hcuABCを導入すると油相中の DBT脱硫が可能となることが判明した。これに
より HcuABCは Pseudomonas属菌株中で油相中の DBTを菌体内に取り込み因子として機能し
ていることが示された。 















Fig. 5.6  Degradation of DBT in n-TD by strain PAR41 and strain PARM1 carrying pRHRH1 
plasmid.   
The concentration of DBT was calculated using GC area.  Symbols: open triangles, strain PAR41 grew 
without n-TD; solid triangle, strain PAR41 grew with n-TD; open circles, strain PARM1/pRHRH1 grew 
without n-TD; solid circles, strain PARM1/pRHRH1 grew with n-TD.   
 
 
Fig. 5.6  Degradation of DBT in n-TD by strain PPR761 carrying pRHRH1 plasmid.   
The concentration of DBT was calculated using GC area.  Symbols: open bars, no cells; shaded bars, 
PPR761 carrying pRHR; closed bars, PPR761 carrying pRHRH1. 
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基質特異性を決定する(3)。このことから、HcuA と HcuBは油相中の DBT取込みにおける基質
特異性に関与している可能性がある。しかし、HcuABCタンパク質は油相中の DBTを特異的に
菌体内へ取込むが、その取込み能力は DBTのアルキル鎖の伸長と共に低下し、4,6-diethyl DBT
以上の alkyl DBT を取込むことはできない。データを示していないが、pRHRH1 を保持する
PARM1株は n-TD中の DBT、4-methyl DBTおよび 4,6-dimethyl DBT硫黄源として利用できるが
4,6-diethyl DBT を利用することはできなかった。さらに宿主菌株である P. aeruginosa 
NCIMB9571は DBTを炭素源および硫黄源として利用できないことから hcuABC遺伝子は本来、
他の化合物の菌体内輸送に関与していると思われる。 したがって、HcuABCの本来の取込対象
化合物が DBTであるとは考えにくい。このことが第 4章の Table 4.3で示したように、PAR41
株でも 4,6-dimethyl DBTまでは取込むが、4,6-diethyl DBTは取込めないという対象範囲が狭い













た。トランスポゾンは hcuAに挿入されており、hcuAの翻訳産物である HcuAは、P. aeruginosa 
PG201の PA1111と 100 % の相同性を示した。また、HcuB は PA1112と 98.9 %、HcuCは PA1113
 48 
と 95.9 %の相同性を示した。PARM1株に hcuABC全てを再導入した組換え体(PARM1/pRHRH1
の n-TD中の DBT脱硫活性は PAR41株の 87 %を示したが、hcuA,B,C を分割して再導入した場
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本章では染色体への外来遺伝子挿入に Epicentre社(WI, U.S.A.)の transposome systemを改変し
て用いた。トランスポゾンの改変にはトランスポゾン構築ベクターpMODTM<MCS>および
transposaseを使用した。この systemは本来グラム陰性菌でのみ適用可能であった Tn5トランス
ポゾンを in vitroでトランスポゾン DNAと transposaseの複合体(transposome)を形成してから、
対象細胞内に電気穿孔法(electroporation)で導入することで、Tn5由来のトランスポゾンをグラ
ム陽性菌や酵母の染色体へ導入可能としている。また、プロモーターの検出用マーカー遺伝子
には、pQBI63(Takara Shuzo, Japan)のオワンクラゲの蛍光タンパク質遺伝子 red-shifted green 
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50µlとして、10 mM KCl、6 mM (NH4)2SO4、2 mM MgCl2を含む 20 mM Tris-HCl緩衝液(pH8.3) に
200 µM dNTPs、0.5 µM 各 PCRプライマー、0.5 µg pMODTM<MCS>、0.5 U Pyrobest DNA po-
lymeraseを加えて行った。PCR装置は、PC-800(ASTEC, Japan)を使用した。温度プログラムは、
98℃で 1分の予備変性処理後、98℃で 10秒、55℃で 30秒、72℃で 1分の増幅処理を 30回繰り
返し、72℃で 10分の後処理をした。得られた PCR増幅断片は SacI-KpnIで切断後、T4 DNA 




Table 6.1  Plasmids used in this study. 
plasmid Description Source or reference
 pMOD<MCS> Transposon construction vector Epicentre Technologies
 pK18mob Multi-purpose vector, kanamycin resistance gene ATCC 87095
 pQBI63 Vectors are designed to serve primarily as a source for the
red-shifted green fluorescent protein gene (rsgfp ).
Takara Shuzou
 pTn-ST Pvu II site of pMOD<MCS> was exchanged with Stu I by
PCR.
This study
 pTnK pTn-ST carrying kanamycin resistance gene This study
 pTnKgfp Transposon vector carrying promoterless rsgfp, Kmr This study
 pBlueScriptII KS+ E. coli  cloning vector Stratagene
 pKAP1 7.2 kbp Eco RI fragment of recombinant K1 genomic DNA
in pBluscriptII KS+
This study
 pRHK1 E. coli-Rhodococcus  shuttle vector Ref. (1)
 pRKA1 2.6 kbp Pst I fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKA2 1.5 kbp Hin dIII fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKA3 1.2 kbp Not I-Hin dIII fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKA4 0.9 kbp Xba I-Hin dIII fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKPPBB pRHK1 carrying dsz  genes containing dsz  promoter Ref. 1
 pRDS pRHK1 carrying  promoterless dsz  genes This study
 pRRDS pRHK1 carrying dsz  genes with the putative 16S ribosomal
RNA promoter
This study





0.25 µgのトランスポゾン DNA断片と 10 Uの transposaseを 30分間室温で反応させて行った。
構築したプロモーター検索用トランスポゾンを Bio-Rad社の GenePulserIIを用いて
electroporation (25 µF, 400 O, 15Kv/cm)により R. erythropolis KA2-5-1株に導入した。カナマイシ
ンを 200 mg/lで含む LB平板培地(LB-Km)上に形成された形質転換体を 365 nmの紫外線下で
観察して、蛍光緑色を示したコロニーを選抜した。これらを 0.5 mM Na2SO4を含む A培地へ
植菌して培養し、OD660 を 0.1 (約 0.04 g dry cell l-1)に調製後. SPECTRAmaxGEMINI マイクロ
プレート蛍光検出器(Molecular Devices Corporation, CA, U.S.A.)で励起波長 473 nm、検出波長
509 nmで強い蛍光を示す組換え体を選抜した。dsz遺伝子本来のプロモーターは 0.4 mMの硫
酸イオンで抑制を受けるが、この 0.5 mM硫酸イオン存在下で蛍光を示す組換え体ではTnKgfp
は硫酸の影響を受けないプロモーターの制御下にあると判断される。選抜した組換え体より











0.5 mM Na2SO4を含む A培地で培養して組換えKA2-5-1株の蛍光強度または脱硫活性により実








pMOD<MCS>を 5'-CCTAGGCCTGTCTCTTATACACATCTCAACCATCATCGATG-3'  (sense)  と
5'-CTTAAGGCCTGTCTCTTATACACATCTCGTTAACCCTGAAGC-3'  (antisense) をプライマー としたPCRにより、
トランスポゾンの切り出し部位の制限酵素サイトをPvuIIからStuI に変更して構築した。また、 pTnK は、
pK18mob (ATCC 87095) よりNheI-NspV切断で得られる 1.2 kbpのカナマイシン抵抗性遺伝子を
T4 DNA Polymeraseで DNA末端を平滑化後、pTn-STの HpaIサイトに挿入して構築した。















1.2 kbp NheI-NspV 














































Fig. 6.1  Construction of TnKgfp transposon. 
Apr, ampicillin resistance gene; Kmr, kanamycin resistance gene; ori, E.coli origin of replication; filled 





 KA2-5-1株を TnKgfpで形質転換した結果、16株の組換え体で rsgfp遺伝子の発現が認めら
れた。それらの組換え体の蛍光強度を Fig.6.2に示した。これらの蛍光強度はプロモーターの活




DNA配列の解析を行った。その結果、組換え体 K6, K7 および K16では TnKgfpはリボソーム
RNAのコード領域に挿入されていたことが判明し、K1と K13については相同性の高い領域を
特定することができなかった。K1は K13の２倍近い蛍光強度を有することから、プロモータ
ーの入手は K1より行うこととした。pKAP1は K1由来の TnKgfpを含む 7.5 kbpの DNA断片を
含んでおり、制限酵素地図からトランスポゾンの上流側に約 4.2 kbpのゲノム DNAを含んでい
る(Fig.6.3a)。この pKAP1上のDNA領域を制限酵素切断してpRHK1に組み込み(pRKA1, pRKA2, 




















































Fig. 6.2  Comparison of fluorescence intensity among rsGFP-positive recombinants. 






























Fig. 6.3  DNA analysis of pKAP1. 
(a) Physical map of the 7.5-kbp genomic DNA fragment of strain K1 contained in pKAP1.  E, EcoRI; 
H, HindIII; N, NotI; P, PstI; X, XbaI; rsgfp, promoterless red-shifted green fluorescence protein gene, 
Kmr, kanamycin resistance gene. 
(b) Deletion testing of pKAP1 fragments.  Plasmids pRKA1, pRKA2, pRKA3 and pRKA4 were con-
structed by inserting the 2.4-kbp PstI, 1.6-kbp HindIII-PstI, 1.1-kbp NotI-PstI and 0.9-kbp XbaI-PstI 
fragment, respectively, into pRHK1, and introduced into strain KA2-5-1.  A 0.9-kbp XbaI-PstI frag-
ment was prepared by partial digestion.  The fluorescence of rsGFP in cells was determined on medium 
A-KS.   
 
以上のことから、このプロモーター活性には 340 bpの NotI-XbaI領域が必要と判断した。こ





kap1を pRDSの dszABCD遺伝子上流に挿入してpRKAPDSを構築した。対照として、16S rRNA
プロモーターを同様に組み込んだ pRPDS、dsz遺伝子本来のプロモーターを dszABCDの発現に




Fig. 6.4  Effect of sulfur sources in culture medium on DBT desulfurization activity of strain 
KA2-5-1 and its recombinants.   
Strain KA2-5-1/pRHK1, KA2-5-1/pRKPPBB, KA2-5-1/ pRKAPDS and KA2-5-1/pRRDS were grown 
in medium A with 0.25 mM DBT or 0.25 mM Na2SO4, and DBT desulfurization activity was measured 
as described in Materials and Methods.  (□) DBT as a sulfur source, (■) Na2SO4 as a sulfur source. 
 
Fig. 6.4に示されるように DBTを硫黄源とした KA2-5-1株の pRKPPBB形質転換体 
(KA2-5-1/pRKPPBB) はベクターのみの場合(KA2-5-1/pRHK1)の約 2.5倍の脱硫活性を示した。
しかし、KA2-5-1/pRKPPBBのDBT脱硫活性は硫酸イオンにより 1/10にまで抑制された。pRRDS
組換え体(KA2-5-1/pRRDS) の DBT脱硫活性は/pRKPPBB組換え体の約 70 %であったが、硫酸
イオンを硫黄源とした場合でも活性は約 50％維持されていた。これらに対して、pRKAPDS組













































ことを報告し、Matsui (3)らは Rhodococcus sp. T09株における脱硫遺伝子発現への 16S rRNA プ
ロモーターの適用について報告している。本章に記載した kap1 のプロモーター活性は硫酸イ
オンによる影響を受けず、16S rRNA promoter の約２倍の活性を KA2-5-1株中で有することを
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Kobayashi(1)らが指摘したように、R. erythropolis KA2-5-1株では、油相中の 4,6-dipropyl DBT
のような高度アルキル化 DBT類を脱硫することはできなかった。しかし、KA2-5-1株の無細胞
抽出液は 4,6-dipropyl DBTを脱硫することが可能であったため、菌体が高度アルキル化 DBT類
を脱硫できない理由は細胞内への取込み能力の不足によると推察された。一方、第３章におい













 本章の実験で使用したプラスミドを Table 7.1に示す。また、宿主として使用した Rhodococcus 
erythropolis NCIMB9905, R. rhodochrous NCIMB9703, R. rhodochrous NICMB11273, Rhodococcus 
sp. NCIMB11276, R. rhodochrous NCIMB11277, R. rhodochrous NCIMB13259, R. erythropolis 
NCIMB13376, R. luteus NCIMB13379, R. maris NCIMB13380, Gordona rubropertinctus 
NCIMB13382, R. zopfii NCIMB13393, Rhodococcus sp. NCIMB13487, Mycobacterium sp. 
NCIMB10403, M. paraffinicum NCIMB10420, Mycobacterium sp. NCIMB11677, Mycobacterium sp. 
NCIMB11678, Mycobacterium sp. NCIMB11679, M. album NCIMB11805, M. album NCIMB11806, 
M. vaccae NCIMB11807, M. chlorophenolicum NCIMB12325 および M. gastri NCIMB12940 は
NCIMB Japanより入手した。これらの菌株はいずれも DBTを唯一の硫黄源および炭素源とし
て利用できない。脱硫活性の対照菌株としては、R. erythropolis KA2-5-1株を用いた。 
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Table 7.1  Plasmids used in this study. 
 
各 Rhodococcus属およびMycobacterium属細菌、大腸菌の培養には LB培地を使用した。また、
組換え体の培養には NK3培地を使用した。NK3培地は、KH2PO4 1.41 g、K2HPO4 6.13 g、2.0 g of 
NH4Cl 2.0 g、クエン酸ナトリウム 2水和物 1.0 g、MgCl2 0.1 g、FeCl2・4H2O 8 mg、CaCl2 20 mg、
MnCl2･2H2O 5 mg, ZnCl2 5 mg、グリセロール 20 gおよびグルコース 6 gを 1 lの水に溶解して





 脱硫遺伝子の染色体への組込みには、第 6章で Epicentre社の transposome systemを改変して
作製した pTn-STを使用した。この pTn-STに第 6章で記述した硫酸イオンによる抑制を受けな






脱硫遺伝子発現用トランスポゾンと transposase 複合体の形成および Rhodococcus 属および
Mycobacterium属細菌の形質転換は 6.2.3.と同様に行った。組換え体は 5 mlの NK3培地に 1.0 
mMの 4,6-dipropyl DBTを溶解した n-TD 5 mlを添加し、100 ml容の三角フラスコに分注し、組
換え体の前培養液 100 µlを植菌し 30℃、130 rpmで 120時間の油水二相培地で培養を行った。
Plasmid  Description  Source or reference 
pMOD<MCS>  Transposon construction vector  Epicentre Technologies 
PJQ200  Gram-negative bacterial suicide vector, gentamycin resistance gene 
 ATCC 77482 
pTn-ST  The vector pMOD<MCS>with changing PvuII site for StuI site by PCR  
Ref. (2) 
pTnG  pTn-ST carrying gentamycin resistance gene  
This study 
pTnGKAPDS  Transposon vector carrying dsz genes with kap1, Gmr  
This study 
pRKAPDS  E. coli-Rhodococcus shuttle vector carrying dsz genes with kap1  
Ref. (2) 
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組換え体の全 DNAは ISOPLANT (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて抽出した。DNAは定法
に従い制限酵素処理後に 0.7 % アガロースゲル電気泳動を行い、各 DNA断片をナイロンメン
ブレンフィルターに転写した。このフィルターについて AlkPhos Direct labelling system (Amer-






て 0.25 mMの Na 2 SO4またはDMF 0.5%(v/v)に溶解したDBTを最終濃度が 0.25 mMとなるよう
に添加した。8000 ×gで 10分間遠心して回収した菌体を100 mMのリン酸カリウム緩衝液(pH 7.2、
1 mMの MgCl2および 0.6 %(w/v) の glucose)で OD660が 30 (約 11.7 g dry cell l-1)となるように懸
濁した。5 mlの菌体懸濁液を 100 mlのバッフル付き三角フラスコに分注し、ここへ 5 mlの LGO
または n-TDに溶解した 1.0 mMの DBT、4,6-dimethyl DBT、4,6-diethyl DBTまたは 4,6-dipropyl 
DBTを加え、30℃、130 rpmで 24～120時間、休止菌体反応を行った。DBTおよび alkyl DBT










ーターとして kap1を R. erythropolis KA2-5-1株より単離した。kap1は KA2-5-1株中で恒常性プ
ロモーターである 16S rRNA promoterの約２倍の活性を有していた。そこで、dsz脱硫遺伝子の
発現にこの kap1 を使用したトランスポゾン TnGKAPDS を構築した。Fig7.1 に示すように、
pTnGKAPDSは、kap1を連結した dsz脱硫遺伝子、ゲンタマイシン体制遺伝子を 19 bpの Tn5











1.4 kbp SmaI-HindIII fragment + 














































Fig. 7.1  Construction of the TnGKAPDS transposon.   
pTnG was constructed by inserting the gentamycin resistance gene from pJQ200 (ATCC 77482) into 
pTn-ST.  pTnGKAPDS was constructed by inserting the 4.8-kbp EcoRI-HindIII fragment of 
pRKAPDS containing dszABCD with kap1 into pTnG.  The TnGKAPDS transposon was generated 
from pTnGKAPDS by excision with StuI.  The transposon and transposase complex was prepared ac-
cording to the manufacturer’s instructions (Epicentre Technologies, Madison).  Apr, Ampicillin resis-
tance gene; Gmr, gentamycin resistance gene; ori, E. coli origin of replication; filled triangle, transposon 




Table 7.2に NK3培地と n-TDに溶解した 1.0 mMの DBT、4,6-diethyl DBTまたは 4,6-dipropyl 
DBT を用いた油水二相培地における RhodococcusおよびMycobacterium組換え体の生育特性に
ついて示す。いずれの組換え体も n-TD 中の DBT を利用して生育することができたが、
4,6-diethyl DBT を利用することができたのは、R. erythropolis NCIMB 9905、Rhodococcus sp. 
NCIMB11276、R. rhodochrous NCIMB13259、R. erythropolis NCIMB13376、R. maris NCIMB13380、
Mycobacterium sp. NCIMB10403、M. vaccae NCIMB11807および M. gastri NCIMB12940の組換え
体だけであった。さらに 4,6-dipropyl DBT を利用して生育できたのは、Mycobacterium sp. 
NCIMB10403の組換え体のみであった。すなわち、これらの 22菌株中、n-TD中の 4,6-dipropyl 
DBTを硫黄源として生育したのは NCIMB10403株の組換え体のみであった。Mycobacterium sp. 
NCIMB10403は英国南ウェールズ地方の高地原野より汚染浄化用の炭化水素分解菌として単離
された菌株である(5)。NCIMB10403株の TnGKAPDS組換え体を 40 mg l-1の LB培地(LB-Gm)に







株、NCIMB13259 株、NCIMB13382 株、NCIMB10420 株、NCIMB11677 株、NCIMB11807 株、
NCIMB12940株およびNCIMB10403株の宿主菌株とそのTnGKAPDS組換え体について調べた。
Table 7.3に示すように、NCIMB11677株の組換え体は NCIMB10403株の組換え体とほぼ同程度
に表面張力の低下が認められたが、NCIMB11677株の組換え体は n-TD中の 4,6-diethyl DBTを
硫黄源として生育できなかった。また、他の組換え体でも n-TD中の 4,6-diethyl DBTを硫黄源
として生育する能力と界面活性物質の生産量との相関関係はなく、NCIMB10403株の組換え体
の 4,6-dipropyl DBT利用能力は界面活性物質の生産と関連していないものと判断した。 
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Table 7.2  Growth characteristics of the recombinant rhodococcal and mycobacterial strains 
 by oil/water two-phase culture. 




Fig. 7.2に MR65株のサザン分析結果を示す。プローブには kap1を連結した dsz脱硫遺伝子
を使用した。サザンハイブリダイゼーションの結果、EcoRI-HindIII切断したMR65株の全 DNA
より 4.8 kbpの kap1dszABCD断片に相当する 1本のバンドとして検出された。さらにMR65株
を抗生物質が含まれていない LB培地で 30℃、24時間培養した。これは菌が約 4回の細胞分裂
をする時間に相当する。培養後、新しい LB培地に植菌して培養を繰り返し行い、５回の継代
培養を行って抗生物質のない条件下で 20回以上の細胞分裂を行わせた。その後、ゲンタマイシ
ンを含まない LB 平板培地に菌を塗布し、形成されたコロニー100 個を単離した。これら 100




Strain Number DBT 4,6-Diethyl DBT 4,6-Dipropyl DBT
Rhodococcus erythropolis NCIMB 9905 ＋ ＋ －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB 9703 ＋ － －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB11273 ＋ － －
Rhodococcus sp. NCIMB11276 ＋ ＋ －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB11277 ＋ － －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB13259 ＋ ＋ －
Rhodococcus erythropolis NCIMB13376 ＋ ＋ －
Rhodococcus luteus NCIMB13379 ＋ － －
Rhodococcus maris NCIMB13380 ＋ ＋ －
Rhodococcus zopfii NCIMB13393 ＋ － －
Rhodococcus sp. NCIMB13487 ＋ － －
Gordona rubropertinctus NCIMB13382 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB10403 ＋ ＋ ＋
Mycobacterium paraffinicum NCIMB10420 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB11677 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB11678 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB11679 ＋ － －
Mycobacterium album NCIMB11805 ＋ － －
Mycobacterium album NCIMB11806 ＋ － －
Mycobacterium vaccae NCIMB11807 ＋ ＋ －
Mycobacterium chlorophenolicum NCIMB12325 ＋ － －
Mycobacterium gastri NCIMB12940 ＋ ＋ －
Rhodococcus erythropolis  (control) KA2-5-1 ＋ ＋ －
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Table 7.3  Biosurfactant production by rhodococcal and mycobacterial strains.   
Straina Surface tension  (mN m-1)b 
 NK-Na2SO4  NK-DBT 
  Host strain Recombinant strain  Host strain Recombinant strain 
      
No cell 63.5 -c  64.0 -c 
NCIMB9905 52.3  51.6  No growth 52.0 
NCIMB9703 52.0  52.6  No growth 51.7 
NCIMB10403 28.0  27.7   No growth 30.6  
NCIMB10420 33.8  33.5  No growth 34.0 
NCIMB11277 47.6  48.9  No growth 48.3 
NCIMB11677 54.1  54.2  No growth 52.9 
NCIMB11807 51.1  50.0  No growth 51.3 
NCIMB12940 53.0  53.2  No growth 52.3 
NCIMB13259 59.0  58.4  No growth 59.3 
NCIMB13382 51.0  50.9  No growth 51.3 
KA2-5-1 63.3  -c  52.0  -c 
           
a Cells were cultured for 96 h at 30℃ in NK3 medium containing 0.25 mM DBT or Na2SO4.   
NK-DBT, DBT as a sulfur source; NK- Na2SO4, Na2SO4 as a sulfur source.   
b Surface tension of cell-free supernatants. 






に及ぼす効果について検討した。KA2-5-1株または MR65 株を NK3培地に硫黄源として 0.25 
mMの Na2SO4または 0.25 mMのDBTを使用して菌体を調製した。菌体懸濁液を 1.0 mMの DBT
または alkyl DBT類を含む n-TDと 30℃で 96時間反応させ、n-TD中の DBT類の減少量を測定
した。Table 7.4に示したように、KA2-5-1株の場合、n-TD中の DBT、4,6-dimethyl DBT、4,6-diethyl 











Fig. 7.2  Southern analysis of the total DNA from each transformant.   
EcoRI/HindIII double-digested total DNA from Mycobacterium sp. NCIMB10403 (lane 1), strain MR65 
(lane 2) and Rhodococcus erythropolis KA2-5-1 (lane 3) was probed with the 4.8-kbp EcoRI-HindIII 
DNA fragment (dszABCD with kap1) from pRKAPDS (Table 1).  Lane 3 shows that the native dszABC 
gene cluster and dszD gene are located at different positions on the chromosomes of strain KA2-5-1.  
The restriction sites of native dsz genes were different from those on TnGKAPDS.  
 
DBTを硫黄源として培養したMR65株ではそれぞれ、100 %、100%、100 %、72 %の分解率
を示したが、硫酸イオンを硫黄源とした MR65 株の場合ではそれぞれの DBT類の分解率は、
100 %、68 %、32 %、8 %に低下した。なお、DBT、4,6-dimethyl DBT、4,6-diethyl DBTは完全
に最終生成物であるフェノール化合物にまで分解され中間体は検出されなかったが、
4,6-dipropyl DBTについては sulfone体とフェノール化合物が認められた。この sulfone体とフェ
ノール化合物のモル存在比率は 96時間の反応で 39:61であった。これらの結果から、培地中の
硫酸イオンはMR65株による油相中の alkyl DBT類の分解を抑制することが示された。 
第 6章で記述したように、kap1は硫酸イオンによる抑制を受けずに脱硫遺伝子を発現させる。
そこで、硫酸イオンの影響について検討するために、脱硫比活性を測定した。測定には 10 mM
の DBTを含む n-TDを各菌体懸濁液に等量添加し、30℃、130 rpmで 2時間反応させて n-TD中
の 2-HBP量を測定した。DBTを硫黄源として培養した KA2-5-1株の DBT脱硫に対する比活性
は約 60µmol g dry cell-1 h-1であった。これに対して、MR65株は DBTを硫黄源として培養した





Table 7.4  Effects of sulfur source in the culture medium on degradation of DBT and alkyl 
DBTs by strain KA2-5-1 and MR65.   
Substrate  Desulfurization ratea (%)  
 KA2-5-1   MR65 
  NK-DBT NK-Na2SO4  NK-DBT NK-Na2SO4 
      
DBTb 100   3  100 100 
4,6-Dimethyl DBTb 100   0  100 68 
4,6-Diethyl DBTb  59   0  100 32 
4,6-Dipropyl DBTc   0   0  72   8 
            
Strains KA2-5-1 and MR65 were grown in NK3 medium with 0.25 mM DBT or 0.25 mM Na2SO4.  
NK-DBT, DBT as sulfur sources; NK- Na2SO4, Na2SO4 as a sulfur source.  The resting-cell reaction 
was done for 96 h.   
aThe degradation rates of DBT and alkyl DBTs were calculated using GC area. 
bDBT, 4,6-dimethyl DBT and 4,6-diethyl DBT were completely desulfurized to the corresponding phe-
nolic compound, which was a final product of biodesulfurization for any degradation rate.   
c4,6-Dipropyl DBT sulfone and the corresponding phenolic compound were observed in the degradation 
of 4,6-dipropyl DBT.   
 
7.3.6. 休止菌体反応による高度アルキル化 DBTおよび軽油に対する脱硫活性測定 
 
Fig. 7.3aにMR65株とKA2-5-1株の休止菌体反応による n-TD中の 4,6-dipropyl DBTの経時的
変化を示した。菌体の調製には DBTを硫黄源として培養した。MR65株は 120時間の反応で、
n-TD中の 1.0 mM 4,6-dipropyl DBTを 77 %分解した。しかし、KA2-5-1株は 4,6-dipropyl DBT
を分解しなかった。また、Fig. 7.3bに示すように、１日の反応では 4,6-dipropyl DBT sulfone体
とフェノール化合物が反応生成物として認められたが、その他の中間体は検出されなかった。
１日の反応で 4,6-dipropyl DBT sulfone とフェノール化合物のモル比率は 75 : 25であり、反応時
間が長くなるにつれて、sulfone 体の比率は減少した。10日の反応で 4,6-dipropyl DBTの分解率




Fig. 7.3  (a) Degradation of 4,6-dipropyl DBT in n-TD by strain KA2-5-1 and strain MR65.  
The degradation rate of 4,6-dipropyl DBT was calculated using GC area.  Symbols: diamonds, 
Rhodococcus erythropolis strain KA2-5-1; circles, Mycobacterium sp. NCIMB10403 recombinant strain 
MR65.   
(b) Desulfurization of 4,6-dipropyl DBT in n-TD by strain MR65.   
Symbols: open bars, 4,6-dipropyl DBT; shaded bars, 4,6-dipropyl DBT sulfone; closed bars, phenolic 
compound. 
 
Fig. 7.4に MR65株の休止菌体を用いた軽油の脱硫について示す。この場合も DBTを硫黄源
として培養し菌体調製を行った。MR65株は１日の反応で硫黄濃度 126 mgS l-1の LGOを 58 mgS 






0 1 2 4 5 
Reaction time (d) 






0 1 2 3 4 5 
Reaction time (d) 



































また、MR65株は硫黄濃度 50 mgS l-1の LGOを 8 mgS l-1にまで脱硫した（データ示さず）。こ
のことから MR65株は KA2-5-1株の約 1.5倍の脱硫活性を有すると判断し、alkyl DBT類の取込
み能力向上は軽油の微生物脱硫に効果的であることが示された。MR65株による軽油脱硫は 24
時間までが脱硫量が多く、その後は微減に留まった。また、１日反応後の軽油中の硫黄化合物
組成を GC-AEDで分析した結果を Fig. 7.5に示した。軽油に含まれる硫黄化合物は retention time
が 15～35分の間に認められる(Fig. 7.5a)。KA2-5-1株の反応では軽油中のピークがまだ認めら
れるが(Fig. 7.5b)、MR65ではこれらがほとんど消失している(Fig. 7.5c)。MR65株による軽油の
休止菌体反応は n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを脱硫する場合よりも反応が早いが(Fig. 7.3a, Fig. 
7.4)、軽油中の主な難脱硫性硫黄化合物としての 4,6-dimethyl DBT or 4,6-diethyl DBTは Table 7.4





































Fig. 7.4  Desulfurization of LGO by Rhodococcus erythropolis strain KA2-5-1 and Mycobac-
terium sp. NCIMB10403 recombinant strain MR65.   
The desulfurization of LGO was measured as described in Materials and Methods.  Symbols: diamonds, 




































































































Fig. 7.5  GC-AED sulfur detection chromatograms of LGO before (a), and after the 24-h rest-






Okadaら (6)はMycobacterium sp. G3が n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを脱硫し、G3株は 4,6-dipropyl 
DBTの分解については、約 0.34 µmol g dry cell-1 h-1であることを報告している。これに対して
MR65株は 0.64 µmol g dry cell-1 h-1の比活性を示した。これらのことから、Mycobacterium属細
菌は高度アルキル化 DBT類の脱硫に適しているものと推測された。油相中の DBTに対する脱
硫比活性は、KA2-5-1株が約 60 µmol g dry cell-1 h-1、MR65株では 72 µmol g dry cell-1 h-1と顕著
な差はない。しかしながら、軽油脱硫にでは MR65株は KA2-5-1株の 1.5倍以上の脱硫率を示







の alkyl DBT類の菌体内輸送に影響を及ぼしたことに起因すると推測した。Table 7.3に示した
ように NCIMB10403宿主菌株と TnGKAPDS組換え体における界面活性物質生産は硫黄源によ
る影響を受けていないことから、n-TD中の alkyl DBT 類の菌体内取込みには界面活性物質の
生産は影響していないものと判断した。Kobayashi(1) らは KA2-5-1株については脱硫遺伝子の
コピー数を増加させた組換え体でも油相中の 4,6-dipropyl DBTを分解できないと報告した。ま
た、Konishi(7)らは、KA2-5-1株の破砕菌体抽出液の場合、4,6-dipropyl DBT の脱硫活性は DBT
脱硫活性の半分程度になると報告している。このことから、alkyl DBT類のアルキル側鎖の伸長
に伴う疎水度の上昇は、油相から菌体内への DBT類の輸送に影響していると判断した。 
第 4章で記述した Pseudomonas属細菌組換え体の PAR41株は培養時に n-TDのようなアルカ
ン類を添加すると休止菌体の脱硫活性が向上した。これは第 5章で示したように、n-TDの添加
により油相中の DBT 類の菌体内取込み因子が誘導されたことが理由と考えられる。しかし、
MR65株による alkyl DBT類の脱硫は n-TDの添加では変化しなかった(データ示さず)。本章で
示されたような MR65株における 4,6-dipropyl DBTの菌体内取込みの促進効果は、DBTまたは
他の疎水性物質によると推測され、Mycobacterium属細菌においても Pseudomonas 属細菌と同
様に油相中の DBT類を取り込むための誘導性の機構を有していると推測される。これらを例証










脱硫菌 MR65 株を創製した。MR65株の休止菌体は KA2-5-1株では分解が困難であった n-TD
中の 1.0 mMの 4,6-dipropyl DBTを 5日間で 77 %分解した。また、軽油の脱硫能力についても
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とした脱硫遺伝子組換え体を作製し、その性質について検討した。P. putida より 21 株、P. 




中で、n-TD中の DBTを利用可能なものは P. aeruginosa NCIMB9571を宿主とした組換え体の
みであった。NCIMB9571株は炭素数 8-22の広範囲のアルカン類を炭素源として利用可能な菌
株であり、この利用能力が n-TD 相中の DBT 取込みに寄与したものと考えられた。さらに、
NCIMB9571株の組換え体より高い脱硫能力を示す株を選択し PAR41株と命名した。油水二相





第 3 章で構築した pRPGDS による NCIMB9571 株への染色体組込みを利用して、
N,N-dimethylformamide （DMF）により水相に分散添加した DBT の脱硫能力を有するものの











れらの ORFを 5'側より、hcuA、hcuBおよび hcuCと、さらに遺伝子産物としての 3つのタンパ
ク質を HcuA、HcuB、HcuC と命名した。相同性検索の結果、hcuABC 遺伝子は Pseudomonas 
aeruginosa のゲノムプロジェクトで見出された PA1111、PA1112 および PA1113 と核酸レベル
で 99.7%、99.1%および 99.2%の相同性を、アミノ酸レベルで 100%、99%および 96%の相同性
を示した。しかし、PA1111～1113の機能については不明であった。hcuCがコードしているア
ミノ酸配列にはWalker A配列（GPSGAGKS）、Walker B 配列（DEATSALD）および ABCト
ランスポーターに特有の ATP結合サイト（LSGGQ）が認められたことから、hcuABC遺伝子は
油相中の DBT類の取込みに関与するタンパク質をコードしている可能性が示唆された。つぎに、
hcuABC を組み込んだ広宿主域発現ベクターpRHRH1 を構築し PARM1 株へ導入した場合、
hcuABCすべてを導入した場合にのみ n-TD相中のDBT類を脱硫する活性が相補された。また、
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について記述した。脱硫細菌として自然界より単離され広く研究されている R. erythropolis 






TnKgfpを構築した。さらに TnKgfp を使用して KA2-5-1株への染色体組込みを行い、gfp遺伝










を利用する能力は有していない。作製された組換え体のうち n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを利用
可能なものはMycobacterium sp. NCIMB10403を宿主とした組換え体のみであったが、高い脱硫
能力を示す代表株を選択し MR65 株と命名した。油水二相系の休止菌体反応において、MR65
株は油相中の 1.0 mM 4,6-dipropyl DBTを 75%以上分解し、KA2-5-1株では脱硫が困難な高度ア
ルキル化 DBTを脱硫することに成功した。また、MR65株は軽油に対しては KA2-5-1株の 1.5
倍以上の脱硫能力を示し、硫黄濃度 50 mgS l-1の軽油を 8 mgS l-1にまで脱硫する能力を示した。
以上より、バイオ脱硫においては難除去性有機硫黄化合物の菌体内取込み能力が重要なことを
明らかにするとともに、アルキル化ジベンゾチオフェン類の取込み能力の向上により実用的な
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高機能脱硫細菌を創製することに成功した。 
第 8章では、前章までの研究結果を総括した。 
 79 
謝辞 
 
本研究をまとめるにあたり、御指導、御高配を賜りました早稲田大学理工学部・桐村光太郎
教授、木野邦器教授、常田聡助教授並びに石井義孝講師に深く感謝の意を表し、厚く御礼申し
上げます。また、本論文を御査読いただき、懇切丁寧な御指導と御鞭撻を賜りました桐村光太
郎教授、石井義孝講師にあらためて感謝の意を表します。 
本研究を遂行するにあたり、有益な議論と御協力をいただいた（財）国際石油交流センター
バイオ精製研究室の皆様に深く感謝いたします。とくに、共同研究者として数々の御協力をい
ただきました渡邉君子博士、松井徹博士（現：琉球大学遺伝子実験センター）、小西仁博士（現：
新日本石油株式会社）にあらためて感謝いたします。また、論文作成および諸手続に暖かい御
助言、御協力を賜りました（財）国際石油交流センターバイオ精製研究室丸橋健司元室長（現：
新日本石油株式会社）、熊谷俊二元研究員（現：日本地下石油備蓄株式会社）、（財）国際石
油交流センター技術協力部根岸英二主任研究員、高橋季之元主任研究員（現：新日本石油株式
会社）に深く感謝いたします。 
また、本研究の機会を与えていただき、御指導、御協力を賜りました新日本石油株式会社開
発部松村幾敏部長、北岡信一郎グループマネージャー、茶谷正明グループマネージャー、新日
本石油株式会社中央技術研究所水田美能グループマネージャー、（財）国際石油交流センター
の皆様並びに経済産業省資源エネルギー庁石油部精製備蓄課に深く感謝いたします。 
最後に、勉学、研究の機会を与えてくださいました両親に深く感謝いたします。 
 
2003年 12月 
野田 健一 
